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摘要 为 了 从 起 源 与 进化 的 角度 考察 着 丝 粒 量 白 ， 我 们 从 比 酵母 更 低 等 的 原生 生物 着 
， 检 查 它们 的 着 丝 粒 蛋白 。 另 文 我 们 已 报道 了 对 四 膜 虫 研究 的 结果 ， 本 文 报道 的 是 对 小 眼 虫 
(Englena gracilis) 的 检查 。 我 们 的 结果 表明 : 眼 虫 细胞 核 里 存在 的 ACA 抗原 的 分 子 量 ， 包 括 
了 用 AcCA 血清 在 高 等 生物 中 检 出 来 的 CENP-A、CENP-B、CENP-C 和 CENP-D 这 几 类 基 
本 的 着 公 粒 蛋白 组 分 。 作 免疫 荧光 染色 后 ， 细 胞 核 呈 很 强 的 阳性 反应 ， 但 分 辨 不 出 前 着 丝 粒 小 
点 。 核 仁 不 被 荧光 染色 ， 除 了 核 仁 外 似乎 整个 核 都 被 染色 。 这 可 能 反映 了 抗原 的 分 布 在 核 内 不 
是 集中 成 点 状 的 。 经 过 制备 核 骨 架 的 程序 处 理 后 ， 细 胞 核 仍 为 阳性 尽管 荧光 较 弱 ;。 如 此 看 
来 ， 眼 虫 至 少 已 有 相当 大 一 部 分 的 ACA 抗原 是 与 核 骨架 结合 着 的 。 对 分 离 的 细胞 核 作 相 应 的 
抽 提 处 理 后 再 作 免疫 印迹 检查 ， 得 到 的 阳性 反应 带 也 证 明了 这 一 点 。 


KW NER. WHAEA, ACA 血清 


前 面 的 检查 结果 表明 ， 纤 毛虫 已 经 具有 了 类 似 人 的 着 经 粒 抗原 蛋白 。 要 寻找 着 经 粒 蛋 
白 起 源 的 线索 ， 还 必须 考察 更 低 等 的 真 核 生物 。 因 此 ， 我 们 进一步 对 眼 虫 进行 了 研究 。 

核糖 体 小 亚 基 RNAI(SSrRNA) 的 序列 分 析 (Sogin 等 ，1989; Cavalier-Smith, 1989; 
Vossbrinck 等 ，1987) 和 肽 链 延 长 因子 EG-F /1 a 的 序列 分 析 (Hasegawa 等 ，1978) 都 表 
明 眼 虫 类 的 进化 地 位 比 纤 毛虫 的 低 得 多 ， 甚 至 比 粘 菌 还 低 等 ， 而 与 寄生 原生 动物 锥 体 虫 类 
{trypanosomatids) 的 系统 发 生 关 系 十 分 密切 (Sogin 等 ，1989: Vossbrinck 等 ，1987)。 对 
28S rRNAI 核 糖 体 大 亚 基 rRNA) 的 分 子 进化 研究 的 结果 表明 ， 锥 体 虫 类 比 粘 菌 低 等 ， 但 
比 原 始 真 核 生 物 一 一 源 真 核 生 物 的 高 等 (Baroin 等 ，1988; Lenaera 等 ， 1989; 
Cavalier-Smith，1978)， 眼 虫 类 显然 也 是 如 此 。 

眼 虫 euglenoids) 是 其 在 原生 动物 学 中 的 名 称 ， 在 蔬 类 学 中 眼 虫 又 被 算 作 裸 蔬 。 小 
HR (Engiena gracilis) 按 原生 动物 学 的 分 类 系统 隶属 于 原生 动物 门 ， 鞭 毛虫 网 (Class 
Mastigophora), WW (Subclass Phytomastigina)， 眼 虫 目 〈Order Euglenoidina), 
Rf} (Family Euglenidae)， 眼 虫 属 ， 小 眼 虫 种 。 撑 照 蔬 类 学 的 分 类 则 属于 裸 蔬 门 
{ Euglenophyta), W 3 #4 ( Euglenophyceae), #28 H ( Euglenales). MR FF 
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《Euglenaceae)， 裸 营 属 ， 纤 细 宰 藻 种 。 
1 材料 与 方法 


1.1 材料 及 培养 

小 眼 虫 虫 种 和 培养 方法 由 陈 阅 增 教授 实验 室 惠 赠 。 没 用 他 们 的 方法 在 20—250 FHE 
光照 悬浮 培养 。 培 养 基 : 1000 ml PE RAROS g， 胰 蛋白 肛 0.1 g FRAR 0.1 g， 酵 母 
粉 0.5 g， 乙 酸 钠 0.1 g， 氛 化 钙 0.001 g，pH6.8 一 7.0。 

作为 对 照 材料 的 人 喉 瘤 培养 细胞 HepI[ 用 1640 培养 基 ， 加 入 谷 氨 酰 腕 至 0.03%、 胎 
牛 血 清 至 10%, FRRABBKORMFA 100u/mi. 37C CO, 培养 箱 内 用 培养 瓶 作 单 
层 贴 壁 培养 。 

12 方法 

1.2.1 细胞核 的 分 离 d) HepI[ 细胞 的 核 分 离 ， 收 集 对 数 期 生长 的 培养 细胞 ， 用 PBS 
AA 3 次 ， 加 入 RSB # (0.01M Tris-HCl, 0.01M NaCl, 1.5mM MgCl, pH7.4), 
加 入 200mM PSF 至 终 浓度 为 ImM， 搅 匀 后 冰 浴 放置 。 每 5 min 用 次 甲 蓝 (0.01%) $ 
色 检 查 1 tk, 4 40 min 后 细胞 膨胀 适度 ; 离心 弃 RSB 液 。 加 入 含 0.5%NP 一 40，0.2% 
脱氧 胆 酸 钠 的 RSB 液 ， 加 入 PMSF Æ12mM, WARE 10 mins 匀 奖 使 细胞 核 释放 出 
HK. MAF 0.05%Triton X-100 的 buffer A 至 原 体 积 之 10 倍 ， 加 入 PMSF 至 1.2 mM, 
撑 勾 后 冰 浴 放置 10 mins 离心 弃 上 清 液 。 用 含 0.5% Triton X-100 和 1.2 mM PSF 的 
RSB 液 处 理 细胞 核 沉 淀 ， 加 入 buffer A 搅 名 。 离 心 弃 上 清 液 ， 次 甲 蓝 染色 检查 沉淀 中 核 
的 纯度 。 通 常 经 1 次 洗 旋 则 可 得 到 比较 纯 的 细胞 核 ， 否 则 再 洗涤 处 理 1 次 即 可 。 

(2) 小 眼 虫 细胞 核 的 分 离 ， 离心 收集 对 数 生长 期 的 眼 虫 ， 用 适量 体积 的 含 25% 
Ficoll 400 (#8238 400) 的 buffer A 悬浮 细胞 ， 超 声 处 理 使 细胞 核 释放 。 分 离 和 纯化 细 
胞 核 的 步骤 与 Hepi 的 相同 ， 但 需要 酌情 调整 g 值 。 
12.2 ”制备 核 骨架 的 细胞 分 极 抽 提 ”小 眼 虫 细胞 的 分 级 抽 提 : 收集 对 数 生 长 期 的 小 眼 
虫 ， 用 Cook 00) WARAK: 用 Cook (2) WRF KARAM 30 min, PRM 1 
次 。 用 CSK 液 洗 次 除去 磷酸 根 。 用 DNasel 消化 液 〈 含 DNase 200 jg/ ml) 处 理 ， 用 
DAPI 染色 检查 消化 的 进程 ， 每 30 min HAE 1 次 。 消 化 完毕 弃 DNase W, M Cook (0) 
-0.25M W tè 4C 处 理 10 min, Cook (0) 洗 1 次 ，Cook (0) -2M NaCl 4€ 处 理 
10 min, Cook (0) 洗 淋 制 片 做 荧光 染色 。 
12.3 ”制备 核 骨架 的 细胞 核 分 级 抽 提 Hepi BRR: 在 细胞 核 沉淀 中 加 入 CSK 
液 ， 冰 浴 捞 色 处 理 5 min, BaF CSK WK, MA DNasel 消化 液 〈 含 DNasel 100— 
400 ng / ml)， 搅 匀 室 温 放 置 。 每 5 min 用 DAPI 染色 检查 1 te, #4) 40—60 min, DNA 
CRA. MARE PAR 0.25M), IAM 5 min， 离 心 弃 消化 液 。 加 入 
EXTR 液 处 理 5 min, BOA EXTR 液 。 用 PBS 液 洗涤 3 次 ， 弃 上 清 液 。 

眼 虫 细 胞 核 的 分 级 抽 提 与 细胞 的 分 级 抽 提 的 方法 和 步骤 相同 。 
124 间接 免疫 荧光 染色 与 四 膜 虫 一 文 〈《 吴 传 芬 等 ，1996b) 相同 。 
1.2.5 免疫 印迹 用 我 们 改进 后 的 方法 《〈 吴 传 劳 等 ，1996a )。 
1.2.6 ”抗体 与 吴 传 芬 等 〈1996) 一 文 相同 。 
1.2.7 溶 涪 见 免 疫 印 迹 技 术 的 改进 一 文 吴 尾 芬 等 ，1996a)。 
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2 结果 与 讨论 


E. gracilis 是 眼 虫 类 中 研究 得 最 深入 的 一 个 种 。 其 细胞 为 长 园 柱 形 至 狭 卵 形 ， 长 约 35 
—66 um, FH 8 一 18 ums FEB. HORE. A 条 鞭毛 ， 长 度 约 为 身长 的 0.5 一 1 fis 
后 端 作 钝 圆 或 短 钝 尾 状 。 细 胞 核 近 平 园 形 ， 位 于 细胞 中 部 ， 核 内 有 1 个 比较 大 的 核 仁 。 
21 免疫 荧光 染色 

用 ACA 血清 对 未 经 抽 提 处 理 的 细胞 作 免 疫 荧 光 染 色 后 ， 细 胞 核 星 很 强 的 阳性 反应 ， 
但 分 辨 不 出 前 着 丝 粒 小 点 。 核 仁 不 被 荧光 染色 ， 除 了 核 仁 外 似乎 整个 核 都 被 染色 图 
1)。 这 可 能 反映 了 抗原 的 分 布 在 染色 体 上 不 是 集中 成 点 状 的 。 细 胞 质 中 有 一 些 颗粒 物 也 被 
染色 。 实 际 上 在 过 去 很 长 时 间 内 一 直 认 为 眼 虫 染色 体 还 没有 分 化 出 着 丝 粒 和 动 粒 ， 因 为 没 
有 观察 到 与 之 有 关 的 结构 。 关 于 小 眼 虫 染色 体 有 动 粒 结构 的 报道 是 Gillott 和 Triemer 
(1978) 在 电镜 下 观察 其 核 分 裂 时 才 见 到 的 。 这 是 一 个 极 小 的 结构 ， 似 乎 只 有 1 根 微 管 与 
一 小 块 并 不 太 致 密 的 染色 质 团 与 之 结合 、 结 合 处 虽然 很 小 ， 但 已 有 3 层 结构 。 这 在 光 镜 下 ， 
自然 是 无 法 分 辨 的 。 如 此 ， 眼 虫 的 着 丝 粒 和 动 粒 就 不 是 集中 地 分 布 在 染色 体 上 的 一 个 特定 
的 区 域 。 这 与 我 们 的 观察 结果 是 相符 的 。 








图 ! 小 眼 虫 间 期 细胞 的 ACA 血 清 免疫 荧光 染 图 2 经 过 制备 核 骨 架 的 细胞 分 级 抽 提 技术 处 


色 结 果 
Fig.l The immuno-fluoresvent staining of 
the interphase nucleus of E. gracilis 
by ACA anti- serum 
箭头 示 被 荧光 标记 的 细胞 核 、 分 辨 不 出 点 状 的 前 着 
eet. BCPRREA. 细胞 质 中 也 有 荧光 (Arrow 
shows the fluorescence stained cell nucleus. No 
Spot 一 like precentromere is observed. Cytoplasm is 


also stained) 


理 的 小 根 虫 间 期 细胞 的 ACA 血清 免疫 
荧光 染色 结果 
Fig.2 The immuno-fluorescent staining of 
the uncleus of E. gracilis, tueated by 
sequential specific extractions, by 
ACA anti-serum 
简 头 示 被 荧光 标记 的 细胞 核 。 细 胞 质 中 的 阳性 反应 
颗粒 荧光 更 强 (Arrow shows the fluorescent—labeled 
nucieus. The positive—reacting particles in cy 一 


toplasm give more strong fluorescencel. 


在 经 过 抽 提 的 细胞 中 其 细胞 核 和 胞 质 里 的 一 些 颗 粒 的 荧光 反而 增强 〈 图 2)。 这 可 能 
是 由 于 细胞 核 与 和 胞 质 中 的 抗原 不 会 被 盐 抽 提 ， 而 在 可 溶性 蛋白 被 出 去 以 后 ， 菊 光 的 反差 
更 好 ， 看 起 来 更 明显 的 绿 故 。 细 胞 质 中 的 阳性 反应 颗粒 的 性 质 还 不 清楚 ， 有 可 能 是 叶绿体 
或 线粒体 中 的 成 分 。 

经 过 DNase 消化 ， 硫 酸 锐 处 理 和 高 浓度 (2M) NaCl 处 理 后 ， 细 胞 核 和 胞 质 中 的 晒 
粒 仍 为 阳性 ， 尽 管 菊 光 较 弱 (图 2)。 已 经 有 不 少 的 研究 报道 表明 高 等 生物 的 ACA 抗原 
是 与 核 骨 架 或 染色 栖 骨 架 相 结合 的 ‘Cox Æ, 1983, 1985; Earnshaw 等 ，1984: Yen 


OO 00 bhttp:/www.cqvip.com 


504 动物 学 研究 17 卷 
等 ，1991: Maul 等 ，1986， 张 焕 相 ，1993)。 如 此 看 来 ， 眼 虫 至 少 已 有 相当 大 一 部 分 的 
ACA 抗原 是 与 核 骨 架 相 结合 。 对 分 离 的 细胞 核 作 相应 的 抽 提 处 理 后 再 作 免 疫 印 迹 检查 ， 
得 到 的 阳性 反应 带 也 证 明了 这 一 点 (图 3)。 





L. 
-3404D 
974D : 
67k ~60kD 
43kD -354D 
30kD 
‘ i 
17kD ~14kD N 
4 
3 ACA 血清 免疫 印迹 结果 图 4 ”小 眼 虫 细胞 全 蛋白 的 ACA 血 清和 免疫 印 迹 
Fig.3 The result of the immuno—biotting de- 的 结果 
tection by ACA anti-serum Fig-4 The result of the immuno—blotting de- 
a. SARS (The nucleus proteins): tection of the totai proteins of E. 
b 细胞 核 经 过 分 级 抽 提 后 的 蛋白 样品 {The nuclear gracilis, by ACA anti-serum 
protems 1n the nucleus by sequniial specific extrac- a. mE 4) T BE A (standard proteins for identi- 
tions} fying molecular weights)» 


b. 小 眼 虫 样品 {E. gracilis). 


E. gracilis 在 有 一 些 方面 表现 出 典型 真 核 生 物 的 特征 ， 例 如 染色 质 中 含有 5 HARA 
(Moyne 等 ，1975) 具有 作 念 珠 状 的 核 小 体 CHaapaala, 1975); 细胞 周期 已 有 Gh S 
G2 和 M 期 的 分 化 等 〈Ledoigt 等 ，1979)。 但 在 另 一 些 方面 又 没 达到 典型 真 核 生 物 的 水 
平 ， 例 如 染色 体 在 整个 细胞 周期 中 始终 处 于 北 素 状态 (Raikov, 1980; Moyne 等 ， i 
1975; Leedale, 1970; Gillott 等 ，1978)， 有 一 些 梁 色 质 纤维 从 凝聚 的 染色 体 伸 到 核 质 里 
(Moyne &, 1975; Magnval 等 ，1979)。 分 散 的 染色 质 大 约 占 其 总 量 的 14% (Lynch 
等 ，1975); 染色 体 的 端 粒 与 核 膜 结合 (Moyne S. 1975; Kluyeva 等 ，1978); BDA 
为 封闭 式 的 核 肉 有丝分裂 核 膜 、 核 仁 在 核 分 裂 过 程 中 不 消失 ， 中 期 染色 体 不 会 整齐 地 排 
列 在 赤道 板 上 等 (Raikov. 1980)。 过 去 认为 眼 虫 类 的 染色 体 是 不 与 纺 颖 体 结合 的 ， 直 到 
1978 年 Gillott 和 Triemer 才 在 电镜 下 观察 到 E. gracilis PWM? Rk Soi et 
微 管 的 联系 。 

2.2 免疫 印迹 E 
2.2.1 ACA 血清 的 印迹 结果 “全 细胞 蛋白 对 ACA 血清 的 反应 带 比较 多 ， 分 子 量 分 别 约 i 
为 14 kD, 30 kD, 35 KD, 50 kD, 60 kD, 80 kD, 120 kD, 140 kD 等 (图 4)。 其 中 

35 kD 的 带 反 应 最 强 ， 而 且 是 由 两 条 带 组 成 的 。 这 可 能 是 眼 虫 的 特点 ， 因 为 在 Hep 和 四 
膜 虫 中 35 kD 处 都 只 看 到 1 条 带 。 : 

由 于 细胞 质 中 有 阳性 反应 颗粒 存在 ， 因 此 必须 用 分 离 出 的 细胞 核 来 作 印 迹 。 结 果 得 到 3 
这 样 一 些 反 应 带 ， 约 14 kD, 30 kD, 35 kD, 50 kD. 80 kD. 140 kD 等 。 此 外 在 14 一 f 


if 
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30 kD 之 间 还 有 两 条 带 ‘图 3)。 其 中 14 kD 的 带 未 显示 出 来 ， 但 并 不 是 没有 。 因 为 在 抽 
提 过 的 核 样 品 中 是 有 这 条 带 的 〈 图 3b)。 从 眼 虫 细胞 核 里 存在 的 ACA 抗原 的 分 子 量 看 ， 
包括 了 用 ACA 血清 在 高 等 生物 中 检 出 来 的 CENP-A、CENP-B、CENP-C 和 
CENP-D 这 几 类 基本 的 着 丝 粒 蛋白 组 分 。 

2.2.2 ra~ACA-2 的 印迹 结果 用 ra-ACA-2 检查 ， 得 到 3 条 带 ， 分 子 量 分 别 约 为 
50 kD, 60 kD 和 80 kD 《〈 图 3)。 反 应 与 四 膜 虫 和 五 epI 的 一 致 。 这 表明 CENP-B 在 进 
化 上 是 很 保守 的 。 

2.2.3 mACA-2 的 印迹 结果 DURE AAR, E. gracilis 也 有 3 条 对 mACA-2 检查 的 
阳性 反应 带 ，1 条 分 子 量 约 80 kD， 另 外 两 条 带 分 子 量 都 比较 高 ， 与 嗜 热 四 膜 虫 的 相似 
{图 6). 

2.2.4 ”mAb37A5 的 印迹 结果 ”经 免疫 印迹 检查 后 ，E. gracilis 对 mAb37A5 的 反应 带 有 
两 条 ， 其 中 一 条 与 四 膜 虫 的 相似 ， 是 高 分 子 量 和 蛋白; 另 一 条 是 四 膜 虫 所 没有 的 ， 分 子 量 约 
为 45 kD (图 7)。45 kD 蛋白 的 存在 可 能 意味 着 这 种 动 粒 蛋白 的 保守 性 不 如 CENP-B 的 
强 。 不 过 这 需要 作 进 一 步 的 检查 。 





5 CENP-B 多 抗 ra- 6 CENP-B 单 抗 图 7 mAb37As 单 抗 的 印迹 
ACA-2 的 印迹 结果 mACA-2 的 印迹 结果 结果 

Fig.5 The result of the Fig.6 The result of the Fig.7 Immuno—blotting de- 
immuno—blotting detection immunoblotting detection tection by monaclonal 
by polyclonal antibody. by monoclonal antibody, antibody, MAb37A5, an- 
ra-ACA-2, against hu- m-ACA~2, against human gaist the kineto chore 
man CENP B CENP B a. MAR H PERCE. gracilish 

a 小 眼 虫 样品 (E. grash 4 标准 分 子 最 蛋白 {standard pro b. $R ME 5} BE A Gtandard 

b. 标准 分 子 量 蛋 白 {standard pro- teins for idenufying molecular proteins for identifying 
teins for identifying molecular weights} molecular weights). 
weights). b. 小 眼 虫 样品 (£ grash 
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THE DETECTION OF CENTROMERE PROTEINS IN 
Euglena gracilis 
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(T:Dep. of Biology, Beijing Normal University. Beijng 100875) . 
t8: Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of 


Seinces. Kunming 650223) 
Abstract 


In this paper we report our detection of centromere proteins in Euglena gracilis. With 
Immunofluorescent microscopy stained with Chinese ACA antiserum. in the interphase nucle- 
us of HepIl cells (human throat cancer cells) only very minute pots—precentromere could be 
observed. When Euglena was stained with the same technique, there were only patched within 
nuclei composed of minute fluorescent spots; no precentromere could be distinguished, al- 
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though all the nucle: gave positive reaction. Perhaps the distribution of centromere / 
kinetochore proteins within the interphase nucleus of protists was different from that of high- 
er organisms. After sequential selective extractions to prepare nuclerar matrix, the nuclei of 
Eugienu still gave reactions to prepare nuclear matrix, the nuclei of Euglena still gave reaction 
to ACA serum under immunoflucrescent microscope. This fact indicates that the 
centromere / kinetochore proteins of protists are also tightly combined with nuclear matrix, 
just as those of higher organisms do. This tight combination with nuclaer matrix was further 
proved with immnoblotting. The positive band-pattern of Eug/ena cells was still similar to 
that of Hep] after immunoblotting with Chinese ACA serum, although the band number 
was slightly fewer. The molecular weights of positive bands indicate that euglenoid has likely 
possessed the main components of centromere proteins; CENP~A, CENP-B, CENP-C and 
CENP—D etc. The blotting results with mACA~—2 antibody showed that Hep] cells gave two 
bands (80 kD, stained deely and 120 kD. stained slightly) Zug/ena gave three bands 80 kD, 
120 kD. and 150 kD. 

The blotting results with ra-ACA-2 antiserum were some what different, although, it al- 
sO recognized human CENP-B protein. All FepI and Euglena gaye 50 kD, 60 kD and 80 
kD band. 

In the immunoblotting with monoclonal antibody mAb37A5, HepI[ cells gave two 
bands very similar to those of CHO cells. Euglena showed two bands, one identical to the 
tetrahymena band, another being about 55 kD. 


Key words Euglena gracilis. Centromere proteins, ACA serum 


